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(54) Composition lyophilisee pour la multiplication de sequences d'acides nucleiques. 

(57) L'invention a pour objet une composition comprenant 
les reactifs necessaires a une amplification d'acides nuclei- 
ques, notamment par la methode PCR, caracterisee en ce 
qu'elle se presente sous forme lyophilisee. 
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La presente invention concerne une compo- 
sition' pour mettre en oeuvre une methode d' ampli- 
fication d T un acide nuclelque dont on recherche la 
presence dans un echantillon d'origine biologique. 

Diverses methodes d ' amplification d'acides 
nucleiques ont ete decrites recemment que ce soit la 
methode dite PCR ( polymerase chain reaction ) , pour 
laquelle on peut se referer a EP-A-0 200 362 , la me- 
thode utilisant une transcription de l'ADN recherche 
en ARN, pour laquelle on peut se referer a EP-A-0 373 
960 ou celle utilisant une reaction de ligation, 
decrite dans WO 90/01069. 

La methode PCR consiste a realiser une 
neosynthese d'ADN a partir de deux amorces oligonu- 
cleotidiques, chaque amorce etant complementaire de 
l'un des deux brins de la molecule d'ADN que l'on veut 
mettre en evidence • 

La synthese est effectuee a partir des 
amorces hybridees sur leurs brins respectifs a l'aide 
d'une enzyme, une ADN polymerase qui enchaine les 
quatre desoxyribonucleotides dATP, dGTP, dCTP et dTTP 
introduits dans 1 f echantillon a etudier. 

Les molecules d f ADN double brin, obtenues a 
l 1 issue d'une premiere etape de synthese, a partir des 
deux brins d'ADN presents dans 1 ' echantillon, sont 
denaturees par chauffage f et une nouvelle etape de 
synthese est effectuee apres hybridation des amorces 
sur les brins separes. La repetition des etapes de 
denaturation, hybridation et synthese permet d'obtenir 
jusqu'a 10^ a 10** copies du fragment compris entre les 
2 amorces de l'ADN recherche apres 30 a 40 cycles, 
c'est-a-dire en quelques heures, avec un nombre de 
manipulations limitees, Cette methode est particulie- 
rement perf ormante lorsque 1 1 ADN polymerase est stable 
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dans les conditions de denaturation, puisque l'on peut 
alors introduire dans le milieu d'essai la totalite 
des reactifs necessaires des le debut du procede. 

L' amplification est generalement realisee 
dans un volume de 50 a 100 pi, en milieu aqueux. Le 
milieu contenant les 2 amorces nucleotidiques, les 4 
desoxyr ibonucleotides , 1 1 ADN polymerase , 1 1 ADN a 
amplifier dans 1 f echantillon a etudier, ainsi que le 
tampon necessaire a la reaction enzymatique est, de 
preference, recouvert de 100 pi environ d'huile mine- 
rale pour eviter toute evaporation* 

Pour realiser une amplification, l'operateur 
devait jusqu'a present effectuer de nombreuses mani- 
pulations. En effet, le protocole preconise par les 
inventeurs de la technique, deer it dans PCR Protocols: 
"a guide to methods and applications" - Innis et col. 
(1990) implique la preparation extemporanee d'un 
melange concentre des differents reactifs a partir de 
solutions meres de forte concentration de chacun 
d'eux, conservees a -20°C, etant donne 1 ' instability 
de ces reactifs en solution aqueuse diluee. Le melange 
concentre est ensuite reparti dans les tubes, ou reci- 
pients analogues, ou aura lieu 1 1 amplification; de 
1 1 eau est introduite dans chacun des tubes en quantite 
suffisante pour obtenir un volume final de 50 a 100 
pi, et enfin les echantillons contenant l'ADN a tester 
et l f huile. Ces nombreux pipetages sont fastidieux 
mais aussi source d'erreurs et surtout multiplient les 
risques de contamination, phenomene frequemment signa- 
le par les utilisateurs de la PCR, comme par exemple 
dans J, Infect. Dis, 158 1154-1157 (1988) ou J. Virol. 
Meth. 25 179-188 (1989). 

Cette technique est actuellement en plein 
developpement ; elle permet de deceler des infections 
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virales graves, des leur origine, alors que les parti- 
cules virales sont encore en faible concentration dans 
les milieux biologiques et son application a la 
detection du SIDA, de la tuberculose, de la toxoplas- 
moses des hepatites, ne peut que se generaliser; son 
application, par exemple, a la determination de 
marqueurs genetiques est aussi pratiquee. Mais un 
large emploi en routine dans les laboratoires d 1 ana- 
lyses biologiques n'est concevable que si elle est 
sure et si son cout n'est pas prohibit if, notamment en 
terme de main d'oeuvre. 

La presente invention ameliore les condi- 
tions d f utilisation pratique de la methode PCR. Elle 
pourrait etre utilisee pour les autres methodes d* am- 
plification, moins repandues actuellement • 

L 1 invention consiste en une composition pour 
1 ' amplification d'acides nucleiques contenant les 
reactifs necessaires a la reaction d 1 amplification, 
caracterisee en ce qu'elle se presente sous forme 
lyophilisee . 

Plus particulierement pour la mise en oeuvre 
de la methode PCR, la composition lyophilisee selon 
1 ' invention comprend les 2 amorces oligonucleotidiques 
caracteristiques de l'ADN a amplifier, les 4 desoxy- 
ribonucleotides : dATP, dGTP, dCTP et dTTP, les cons- 
tituants du tampon convenant a la reaction enzymatique 
et eventuellement l'ADN polymerase, en proportions 
relatives convenables . 

Cette composition est stable a 4°C, contrai- 
rement aux solutions meres des reactifs actuellement 
utilisees; c'est un avantage non negligeable de la 
composition selon 1 ff invention, puisqu 1 elle permet le 
transport des reactifs du lieu de leur fabrication 
vers les utilisateurs et leur conservation en milieu 
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refrigere, vers 5°C environ au lieu de -20 °C ante- 
rieurefoent, pour des resultats d 1 amplification iden- 
tiques . 

La composition selon 1 ' invention peut etre 
5 presentee dans des flacons ou des tubes en verre ou en 
plastique, fermes hermetiquement, de volume adapte au 
poids de la composition et qui permettent, de prefe- 
rence, la lyophilisation in situ a partir d'une solu- 
tion des reactifs, preparee par melange des reactifs 
10 eventuellement en solutions , obtenus a 1' issue de leur 
fabrication. 

La quantite de composition presente dans 
chaque recipient peut etre tres variable, suffisante 
pour 1 a 100 reactions d 1 amplification, suivant les 
besoins de 1 1 utilisateur; en general on prefere in- 
troduire la quantite necessaire pour 5 a 50 reactions 
d 1 amplification environ, et le volume du recipient 
sera de 0,1 ml a 0,5 ml par reaction. 

La composition conditionnee est conservee a 
2Q une temperature inferieure a 5°C, notamment entre 0 et 
5°C. 

La composition peut aussi etre presentee en 
doses unitaires reparties dans les puits d'une plaque 
de microtitration, dans un emballage etanche. 

25 La quantite de composition necessaire pour 

une amplification depend du type d 1 echantillon et de 
la nature de l'ADN a rechercher. On sait, qu'en gene- 
ral, pour un volume d 1 echantillon de 10 pi, on utilise 
entre 10 nmoles et 20 nmoles de chacun des desoxyri- 

30 bonucleotides , entre 1 unite et 5 unites d'ADN poly- 
merase et entre 10 et 40 pmoles de chaque amorce; les 
reactions d 1 amplification sont effectuees en milieu 
aqueux tamponne a raison de 5 a 10 pi de milieu par pi 
d ' echantillon. 
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Lorsque 1 1 amplif ication est effectuee a 
l'aide' de l'ADN polymerase Taq, commercial i see par 
Perkin Elmer Cetus ( Emeryville-Ca-USA ) , on prefere ne 
pas introduire 1* enzyme dans la composition selon 
5 1 ' invention et utiliser le tampon 10X, connu pour etre 
particulierement bien adapt6, qui est compose d'une 
solution aqueuse de 500 mM de KC1, 100 mM de Tris-HCl, 
ajustee a pH 8,3 et 2,15 mM de MgCl 2 ainsi que 0,1 % 
(p/V) de gelatine, 
. i0 Avec la composition selon 1' invention, 

1 1 utilisateur n 1 aura plus qu ' a ef f ectuer un nombre 
d' operations limitees pour la preparation de l r ampli- 
fication, a savoir : 

1 addition dans le recipient ou se trouve la compo- 
.^5 sition du volume d'eau convenable, 

2 event uellement introduction dans le recipient de 
l'ADN polymerase lorsqu'elle n'est pas dans la com- 
position, 

3 repartition du volume de solution necessaire dans 
20 l^s differents tubes d r amplif ication, 

4 introduction dans les tubes des echantillons a 
etudier ou des temoins, 

5 introduction dans les tubes de l'huile. 

On a ainsi constate que pour preparer 20 
25 tubes d ' amplif ication a partir de la composition selon 
l f invention, il fallait 10 minutes, alors qu T en 
operant avec les reactifs congeles classiques, etant 
donne le temps de decongelation ( 4 minutes ) et le 
nombre de pipetages, il fallait pour le meme operateur 
30 20 minutes. 

Lorsque la composition est conditionnee dans 
des plaques de microtitration, la troisieme etape 
n f est pas effectuee. 
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Dans ce qui suit, on d6crit des exemples de 
preparation de la composition et de sa mise en oeuvre 
pour la detection du virus VIH1 et de mycobacteries du 
groupe de la tuberculose. 

EXEMPLE 1 

Preparation d'une composition sans enzyme 
conditionnee pour 10 reactions d ' amplification par 
PCR : 

On repartit & temperature ambiante dans 10 

flacons de 3 ml, 500 pi par flacon d'une solution 

contenant, pour 5 ml : 

2 nmoles d ! oligonucleotide A (amorce N° 1), 
2 nmoles d ' oligonucleotide B (amorce N° 2), 
1,25 nmoles de chaque desoxyribonucleotide 

(DATP, dGTP, dCTP, et dTTP), 
1 ml de tampon 10X ; 

et on effectue une lyophilisation dans un lyophili- 

sateur type Usifroid 231 H : 

les flacons sont congeles a -50 °C puis 1' enceinte est 
mise sous vide (1000 Pa); apres 24 heures a -50 °C, ils 
sont maintenus pendant 5 heures a 0°C puis pendant 5 
heures a 30°C. A cette temperature, 1' enceinte est 
ramenee a pression ordinaire et les flacons fermes 
hermetiquement . 

EXEMPLE 2 

Preparation d'une composition sans enzyme, 
conditionnee pour 20 reactions d 1 amplification par 
PCR. 

On effectue les memes operations qu ' a 
l'exemple 1 a partir d'une solution contenant : 

33 pi d'une solution a 1 mg/ml d' amorce N° 1, 
33 pi d'une solution a 1 mg/ml d' amorce N° 2, 
125 pi d'une solution 25 mM de chaque desoxy- 
ribonucleotide , 
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2,5 ml de tampon 10 X, et, 

2,3 ml d'eau distillee sterile 
APPLICATION N° 1 : Detection de 1'ADN du virus VIH1 

On a utilise un flacon prepare selon 
l'exemple 1, avec des amorces specif iques du gene pol 
du virus VIH1. Les echantillons a etudier etaient 
constitues de dilutions successives d'ADN du virus de 
la lignee cellulaire 8E5 mentionnee dans Science 231 
600-602 (1986), contenant 1000, 500, 100, 10 et 1 
copie par jil. 

On a introduit 1 ml d'eau sterile et 4 pi 
d'une solution d'ADN polymerase Taq dans un flacon, et 
100 pi de la solution obtenue ont ete introduits dans 
5 tubes de 0,5 ml. Apres addition de 1 pi de chaque 
dilution a etudier et de 2 gouttes (environ 100 pi) 
d'huile minerale, les tubes ont ete places dans une 
machine a amplifier, commercialisee par Perkin Elmer 
Cetus sous la denomination "DNA thermal cycler", pour 
realiser 40 amplifications, a raison pour chacune d f l 
minute a 94°C, 1 minute a 60°C, puis 1 minute a 72°C. 

On a par ailleurs effectue, a titre compa- 
ratif, la meme serie d' amplifications sur des milieux 
prepares, a partir de solutions congelees de chacun 
des reactifs, comme suit : 
on prepare une solution mere contenant 
100 pi de tampon 10 X, 

10 pi d T une solution 20 yM de 1 ' amorce N° 1, 

10 pi d T une solution 20 pM de l f amorce N° 2, 
5 pi d'une solution 25 mM des 4 desoxyri- 

bonucleotides, et, 
5 pi d' enzyme Taq Polymerase a 5 unites/pl 
* On distribue 77 pi d'eau distillee sterile 
dans 5 tubes de 0,5 ml et on ajoute dans chaque tube 
13 pi de solution mere puis 10 pi d ' echantillon et 
deux gouttes d'huile par tube. 
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Apr6s amplif ication, les echantillons ont 
ete soumis a une electrophorese sur gel d 1 agarose et 
les fragments amplifies visualises par coloration au 
bromure d'ethidium. 

La detection d'une seule copie d'ADN viral a 
ete realisee dans les 2 cas, que l T on ait utilise la 
composition lyophilisee de 1' invention ou les reactifs 
congeles . 

APPLICATION N° 2 : Detection de la sequence IS6110 de 
Mycobacterium tuberculosis 

On a utilise un flacon prepare selon 
l'exemple 1 avec les amorces ISTB2 et ISTB7, qui 
permettent 1 T amplif ication de 325 paires de bases,, 
decrites dans J- Clin. Microbiol. 28 p. 2668-2670 
(1990). 

les echantillons a etudier etaient cons- 
titues de dilutions successives au lOeme a partir de 1 
ng jusqu'a 1 fg d'ADN purifie de M. Tuberculosis . On a 
effectue deux series d ' amplif ication avec une compo- 
sition de 1 T invention et a titre comparatif, avec les 
reactifs congeles. Suivant le protocole decrit dans 
l'exemple precedent, apres amplification, les echan- 
tillons ont ete soumis a une electrophorese en gel 
d f agarose, transferes sur membrane de nylon et hybri- 
des avec une sonde specif ique marquee au ^P ( techni- 
que de Southern ) . 

Dans les 2 series on a pu detecter ainsi 10 
fg d'ADN, ce qui correspond a 3 mycobacteries pre- 
sentes dans 1 f echantillon . 

On obtient les memes resultats avec la com- 
position selon l f invention apres conservation pendant 
3 mois, 6 mois et 9 mois a 4°C. 
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RE VE ND I CAT IONS 

1. Composition comprenant les reactifs 
necessaires & une amplification d'acides nuclelques, 
caracterisee en ce qu'elle se presente sous forme 
lyophilisee . 

2. Composition selon la revendication 1, 
caracterisee en ce qu f elle est conservee a une tem- 
perature comprise entre 0 et 5°C. 

3. Composition selon la revendication 1 ou 
2, pour la mise en oeuvre de la methode PCR, caracte- 
risee en ce qu T elle contient 2 amorces nucleotidiques, 
les desoxyribonucleotides : dATP, dGTP, DCTP et dTTP 
et les constituants du tampon convenant a la reaction 
enzymatique . 

4. Composition selon la revendication 3, 
comprenant en outre I'ADN polymerase. 

5. Composition selon l'une des revendica- 
tions 3 et 4 pour la methode PCR mettant en oeuvre 
l'ADN polymerase Taq, caracterisee en ce qu'elle 
contient les constituants du tampon compose d ' une 
solutionde 500 mM de KC1, 100 mM de Tris-HCl (pH 8,3) 
et 15 mM de MgCl 2 ainsi que 0,1% (p/V) de gelatine. 

6. Composition selon l'une des revendica- 
tions precedentes, caracterisee en ce qu'elle est 
presentee dans un recipient hermetique en quantite 
suffisante pour 1 a 100 amplifications. 

7 . Composition selon 1 1 une des revendica- 
tions 1 a 5, caracterisee en ce qu'elle est repartie 
dans une plaque de microtitration sous emballage 
hermetique. 


REPUBLIQUE FRAN^KSE 


2674253 


INSTITUT NATIONAL 
de la 

PROPRIETE INDUSTRIALLY 


RAPPORT DE RECHERCHE 

etabli sur la base dcs dernferes revendications 
deposees avant le commencement de la recherche 


N° d'enregistrement 
national 


FR 9103342 
FA 454546 


DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 


Categorie 


Citation du document avec indication, en cas de bcsoin, 
des parties pertinentes 


Revendications 
concernees 
de la demandc 
examinee 


JAPANESE PATENTS ABSTRACTS 

Section Ch, Week 9114, 22 Ma1 1991 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 

Class B, Page 11, AN 91-098572 

& JP-A-03 043 100 (TAKARA SHUZO KK) 25 Fevrler 

1991 

* abr^ge" * 

EP-A-0 298 669 (AMERSHAM INTERNATIONAL) 

* le document en en tier * 

EP-A-0 381 501 (EASTMAN KODAK CO.) 

* abre"ge" * 

* colonne 12, llgne 24 - llgne 27 * 

R.WU EDITOR 'Methods In enzymology-Vol . 155 1 
1987 , ACADEMIC PRESS 

K. B. MOLLIS "Specific synthesis of 0NA In vitro 
via a polymerase-catalyzed reaction" p. 335-350 

* le document en entler * 


2-7 


2-7 


DOMAINES TECHNIQUES 
RECHERCHES ant. CI.5 ) 


C12Q 


Date d'acMvement dc la rechrrche 

07 NOVEMBRE 1991 


Exairdnafenr 

LUZZATTO E.R. 


CATEGORIE DES DOCUMENTS CITES 

X : particuliercment pertinent a lui seul 

Y : particulierement pertinent en combinaison avec un 

autre document de la mCmc categorie 
A : pertinent a I'encontre d'au moins une revendication 

on arriere-plan tecbnologique general 
O : divulgation non-ecritc 
P : document intercalate 


T : theorie ou principe a la base de ['invention 

E : document de brevet beneficiant d'une date anterieure 

a la date de d6p6t et qui n'a ete publie qu'a cette date 

de dep6t ou qu'4 une date posterieure. 
D : cite dan? la demande 
L t cit6 pour d'autrcs raisons 

& : membre de la me me famille, document correspondant 


flMBOOCtD: <*=R_2ff74263A1JU» 


• ♦ 


This Page Blank (uspto) 


